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論 文 内 容 要 旨
緒 論
Bリ ンパ 球 は骨 髄 の 幹 細 胞 に由 来 し、T細 胞 の 相 互 作 用 を 受 けて 増
殖 ・分 化 後 、抗 体 産 生 細 胞 へ と変 化 す る こ とで外 来 抗 原 に対 す る宿 主
の 体 液 性 免 疫 を担 う とい う重 要 な役 割 を果 た して い る 。 消 化 管 にお け
る免 疫 応 答 に は 、 腸 管 の 付 属 リ ンパ 装 置(GALT)が 関与 して い る と され 、
そ の 免 疫 機 構 に 関 す る研 究 は 数 多 くな さ れ て い る 。 しか し、 そ れ 以外
の器 官 につ い て は 不 明 な 点 が 多 く、反 鶉 動 物 にお い て も消 化 管 、 と く
に ル ー メ ン にお け る免 疫 応 答 につ い て の 報 告 は少 な い 。今 回消 化 管 内
微 生 物 叢 の 宿 主 に対 す る免 疫 学 的 影 響 につ い て明 らか にす る 目的 で 、
ウ シ の ル ー メ ン細 菌 に対 す る血 中 凝 集 抗 体 価 を測 定 し、そ の 抗 体 の存
在 か らBリ ンパ 球 の 関 与 につ い て 考 察 した 。 反努 動 物 と 同様 、 ヒ トに
お い て も消 化 管 で の免 疫 応 答 、 と くに所 属 リ ンパ 節 の役 割 につ い て は
明 白 な知 見 が 得 られ て な く、 日本 にお い て罹 患 患 者 数 な らび に死 亡 者
数 が 最 も多 い癌 腫 と して 知 られ て い る 胃癌 と胃癌 所 属Bリ ンパ 球 の免 疫
学 的 関 連 につ い て もほ とん ど報 告 さ れ て い な い。
そ こで ヒ トにお け る 胃所 属Bリ ンパ 球 の免 疫 応答 につ い て 検 討 す る
た め に、新 規EBVト ラ ンス フ ォ ー メ ー シ ョン法 を確 立 し、 胃癌 患 者
の 所 属 リ ンパ 球 を 分 離 、株 化 す る こ とで癌 抗 原 に対 す るモ ノ ク ロ ー ナ
ル抗 体 を作 製 し、得 られ た モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 の認 識 す る抗 原 の性 状
につ い て解 明 を試 み た 。
第 一 章 反 鶉 動 物 の 体 液 性 免 疫
1)ル ー メ ン細 菌 に対 す る抗 体 保 有 状 況
ル ー メ ン微 生 物 に対 す る宿 主 動 物 の免 疫 応 答 につ い て 、 そ の成 育 状
況 の異 な る乳 牛 、 肥 育 牛 、 放 牧 牛 で の 血 中凝 集 抗体 価 な ら び に代 謝 的
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に障 害 を持 つ ケ トン症 、 酸 性 症 、 下痢 症 の牛 で の 血 中凝 集 抗 体 価 に つ
い て 検 索 を行 な っ た 。 ル ー メ ン細 菌10株 に対 す る 抗体 の 検 索 を行 な い 、
宿 主 の 代 謝 に影 響 を及 ぼ して い る の と 同様 に、 ル ー メレ 細 菌 に対 す る
免 疫 応 答 が存 在 して い る こ とが 明 らか に な っ た 。(Tablel,2)。
2)加 齢 に伴 う ル ー メ ン細 菌 に対 す る 抗 体 の 出現
仔 牛 の 加 齢 に伴 う免 疫 系 の 発 達 にお け る免 疫 刺 激 因'子 と して の ル ー
メ ン細 菌19株 に対 す る抗 体 の検 索 を行 な っ た結 果 、仔 牛 は、 そ の加 齢
に伴 っ て 明 らか に ル ー メ ン細 菌 に対 す る 抗 体 を保 有 して い た が 、 そ の
消 長 は各 細 菌種 に よ っ て異 な っ て い た(Table3,4)。
第 二 章B細 胞 共 培 養 法 の 開 発
1)ア ミ ノ ブ テ リ ン 感 受 性(且GPRT欠 損)B細 胞 の 選 択
ヒ トBリ ンパ 芽 球 細 胞 株RPMI-1788(Fig.1)を 種'々 の 濃 度 の ア ミ ノ
ブ テ リ ン で 感 作 させ 、 ア ミ ノ ブ テ リ ン 感 受 性(HGPRT欠 損)株 を 分 離 し
た 。 こ のB細 胞 株 はATCCにCRL8118と し て 登 録 した(Table5)。
2)B細 胞 共 培 養 法 に よ る トラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン
今 回樹 立 し たCRL8118はEBウ イ ル ス 遺 伝 子 を 保 有 す る 細 胞 株 で あ
る た め 、 リ ンパ 球 を トラ ン ス フ ォ ー ム さ せ る 能 力 は あ る が 、HAT培 地
中 で は 増 殖 で きず 、EBウ イ ル ス に よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム した ハ イ ブ
リ ド ー マ の み が 無 限 増 殖 可 能 と な る 。 こ のB細 胞 株 と リ ンパ 球 をHAT
培 地 で 共 培 養 す る こ と で 、 従 来 法 よ り効 率 よ く抗 体 産 生 細 胞 が 得 ら れ
る よ う に な っ た 。 さ ら に こ の 系 にLevamisoleを 添 加 したH:ATL培 地 を
用 い る こ とで 、 トラ ン ス フ ォ ー ム 効 率 が 向 上 す る こ とが 明 ら か に な っ
た(Table6)。 こ の 現 象 は 混 在 し て い る 細 胞 障 害 性 細 胞 も し く はNK細
胞 に対 して 、 レ バ ミ ゾ ー ル が 阻 害 的 に 働 い た こ と に よ る と考 え ら れ た 。
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第 三 章,モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 の 樹 立
1)リ ン パ 球 の トラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン
32名 の 胃 癌 患 者 所 属 リ ンパ 球 をHAT感 受 性 細 胞 株CRL8118と 混 合
さ せ 、HATL培 地 に て 共 培 養 し、 コ ロ ニ ー 形 成 の み ら れ た ウ エ ル に つ
い て そ の 培 養 上 清 を 胃 癌 細 胞 株 と 反 応 さ せ 、 免 疫 染 色 法 に よ り標 的 細
胞 株 の 染 色 性 を 観 察 し た 。(Fig.2)。
2)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ク ロ ー ン の 選 択
ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た リ ン パ 球 の 培 養 上 清 を 胃 癌 細 胞 と 反 応 さ せ 、
免 疫 染 色 法 に よ り標 的 細 胞 株 の 染 色 性 を 観 察 した 。 そ の 結 果 、B細 胞 ク
ロ ー ンC418.5g、C1218・3gが 得 ら れ 、 共 に 産 生 す る 抗 体 の サ ブ ク ラ
ス はlgMで あ っ た(Table7)。 親 株 で あ るCRL8118のKlaryotypeは
hypodiploidで あ る の に 対 し て 、 今 回 得 られ たB細 胞 ク ロ ー ン は 共 に
diploidで あ る こ と か ら ク ロ ー ニ ン グ 後 の 培 養 液 中 のIgMは 本 ク ロ ー ン
由 来 の も の と 考 え ら れ た 。
第 四 章 免 疫 組 織 学 的染 色 法 に よる モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 の 評 価
1)各 種 癌 細 胞 株 と の反 応 性
モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体418-59の 反 応 性 に つ い て 、 胃癌 、 肺 癌 、 白血 病 、
結 腸 癌 及 び膀 胱 癌 由 来 の ヒ ト癌 細 胞17株 を用 い て検 討 を行 な っ た 。
418・59抗 体 は 胃癌 細 胞 の5株 す べ て 、肺 癌1株 、 結 腸 癌2株 、膀 胱 癌1
株 で 陽性 を示 した が 、 白血 病 細 胞 及 び肺 癌(中 分 化 型 扁 平 上 皮 癌 由 来 を
除 く4株)と は反 応 しなか っ た(Table8)。
2)正 常 組 織 お よ び癌 組 織 に対 す る反 応 性
ホ ル マ リ ン固 定 パ ラ フ ィ ン包 埋 組 織 片 を用 い て 、418-59抗 体 の抗 原
分 布 を調 べ た 。 正 常 組 織 の うち 膵臓 の導 管 部 、 唾 液 腺 な ど腺 組 織 との
反 応 性 が 認 め られ た が 、 血 液 細 胞 と は反 応 しな か っ た(Table9)。
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癌 組 織 に対 して は 、 胃腺 癌(高 分 化 型 、 中 分 化 型 、低 分 化 型 な ど)す
べ て の癌 病 巣 で 強 陽性 を示 した が 、 印環 細 胞 癌 とは反 応 しな か った 。
周 辺 の 間質 部 な ら び に 胃正 常 組 織 の 粘 膜 上 皮 、腸 ‡ 皮 化 生 な ど は 陰
性 で あ った(Table10,Fig.3)。 以 上 の 結 果 か ら、418-59抗 体 は 胃癌
に対 して特 異性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ とが 明 らか に な っ
た 。
第 五 章 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い たImmun。 一imaging
1)RI標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 集 積 性
Iodo-gen法 に てRI標 識 し た418-59抗 体 を 胃 癌 細 胞 株MKN-45移 植
8AL刷c系 ヌ ー ドマ ウ ス(Fig.4)の 尾 静 脈 よ り投 与 し 、1日 、3日 、6
日 目 に 腫 瘍 及 び 各 臓 器 を 取 り だ し 、1251を カ ウ ン ト した 。 各 臓 器 に お
け る%ID/9をTable11に 、 各 臓 器/血 液RIカ ウ ン ト比 をFig.5に 示 し
た 。
腫 蕩 部 で の 取 込 み は 平 均0.21±0.04SD%ID/9と 胃 組 織 の 平 均0.04
±0.02SD%ID!gと 比 べ て5倍 以 上 高 か っ た 。TNF(103U)を 併 用 し た 場
合 、 腫 瘍 部 で の 取 込 み は 胃 組 織 の10倍 以 上 を示 して い た 。 各 臓 器/血 液
RIカ ウ ン ト比 は 、 腫 瘍 部(4.15±1.41)の み 高 値 を示 し、 他 の 組 織 で は
す べ て 腫 瘍 部 よ り低 い 値 を 示 し て い た 。 ま た 各 臓 器1血 液RIカ ウ ン ト比
の 経 時 的 推 移 を み る と腫 瘍 部 に お い て 漸 増 す る 傾 向(1日 目0.31±
0.05、3日 目L19±0.46、6日 目4.15±1.41)が み ら れ た(Fig。6)。
2)RI標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 体 内 分 布
1311標 識418-59抗 体 を 用 い て 体 内 分 布 を 検 討 した と こ ろ 、6日 目 に は
腫 瘍 部 で の み 強 く撮 像 さ れ て い た(Fig.7)。 こ の こ と か ら本 標 識 抗 体
の 移 植 胃 癌 細 胞 株 へ の 集 積 が 特 異 的 で あ る こ と を 示 し て お り、418-59
一143一
抗 体 は 臨 床 的 に も応 用 が 可 能 と思 わ れ た 。
第 六 章 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 認 識 抗 原 の 同 定
1)抗 原 の 精 製 とSDS.PAGE
胃 癌 細 胞 株MKN-45か ら の418-59抗 原 の 単 離 を 試 み(Fig,8)、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 で418-59抗 体 に よ る 酵 素 免 疫 染 色 法 に て 検 出 し た と
こ ろ 、 結 合 す る 抗 原 は 分 子 量45K:Dで あ る こ とが 判 明 し た(Fig.9)。
次 い でRP・HPLCに て 精 製 を 行 な い 、418-59抗 原 を 単 一 の バ ン ド と
して 得 る こ とが で きた(Fig.10)。
2)2次 元 電 気 泳 動 と 認 識 抗 原 の 同 定
得 ら れ た418-59抗 原 をOne-dimensionalPAGEに て 分 離 し、 ヒ トモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(418-59,1218-39)及 び 抗 サ イ トケ ラ チ ン18(CK18)
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(PKK3)と 反 応 させ た と こ ろ 、418-59抗 体 、
1218-39抗 体 と 抗dK18抗 体 と の 染 色 性 に は 類 似 性 が み られ た(Fig.
11)a
さ ら にTwo。dimensionalPAGEに お け る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トの 結 果
も 、 反 応 抗 原 の 同 等 性 を 強 く示 唆 す る も の で あ っ た(Fig.12)。 腫 瘍 マ
ー カ ー と して 臨 床 応 用 さ れ て い るTPA(組 織 ポ リ ペ プ タ イ ド抗 原)は
CK8,18及 び19で 構 成 さ れ る が 、 今 回 得 られ た418-59抗 体 な ら び に
1218-39抗 体 はTPAを 構 成 す る 成 分CK18を 認 識 す る ヒ トモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
総 括
反 鋼 動 物 の 消 化 管 、 す な わ ち ル ー メ ン にお け る微 生 物 叢 へ の免 疫 応
答 に 関す る知 見 を も と に 、 ヒ トにお け る 胃所 属Bリ ンパ 球 の免 疫応 答 に
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つ い て検 討 した 。 抗 癌 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 を産 生 す るBリ ンパ 球 を得 る
た め に 、B細 胞 共 培 養 法 を確 立 した 。 この 方 法 は従 来 法(細 胞 融 合 法 、
EBト ラ ンス フ ォー メ ー シ ョ ン法)と 比 較 して 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産
生 細 胞 を容 易 に獲 得 で きる 画 期 的 な 方 法 で あ り、 ア ミノ ブ テ リ ン感 受
性(HGPRT欠 損)B細 胞 で あ るCRL8118細 胞 を親株 と して使 用 す る こ と
で 、 リンパ 球 を不 死 化 させ る こ とが 明 らか に なっ た 。 こ の方 法 を用 い 、
胃癌 患 者 の所 属 リ ンパ 節 細 胞 の 中 か ら癌 細 胞 に対 す る抗 体 を産 生 す るB
細 胞 ク ロ ー ンC418・58な らび にC1218-39の2株 を樹 立 した 。
これ らのB細 胞 ク ロ ー ンが 産 生 す る モ ノ ク ロー ナ ル抗 体418・59抗 体
及 び1218-39抗 体 はIgM(λ)及 びIgM(κ)型 で あ り、 共 に腫 瘍 マ ー カ ー
で あ る組 織 ポ リペ プ タイ ド抗 原(TPA)を 構 成 す る成 分 で あ るサ イ トケ
ラチ ン18を 認 識 して い た 。腫 瘍 移 植 ヌ ー ドマ ウ ス で のTumor-imaging
の結 果 、418-59抗 体 は 胃癌 の画 像 診 断 や 治 療 へ の 臨 床 的 価 値 を 有 す る
こ とが示 唆 され た 。 ま た本 抗 体 の 分 離 に よ っ て 、 胃癌 患 者 にお け る腫
瘍 に対 す る 自己 抗体 の存 在 が 証 明 され た 。 こ のB細 胞 共 培 養 法 に よ り、
ヒ トの病 原 性 ウ イル ス 、癌 、HLA抗 原 、 自己 免 疫 原 性 を有 す る 自己 組
織 成 分 な ど に対 す る ヒ ト型 抗 体 が 容 易 に作 製 で きる こ との み な らず 、
源 理 的 に は他 種 動 物 の リ ンパ 球 も無 限 増 殖 化 させ る こ とは 可 能 で あ る
こ とか ら、畜 産 学 及 び獣 医 学 領 域 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 研 究 へ
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論 文 審 査 の 要 旨
本論文は反舞動物の主要消化管である第一胃(以 下ルーメン)に おける微生物叢への免疫応答
に関する知見をもとにヒトにおける胃所属Bリ ンパ球の免疫応答について検討 したものである。
まず抗癌モノクローナル抗体を産生するBリ ンパ球を得 るために世界で初めてB細 胞共培養法を




体産生性のB細 胞 クローンC418-58な らびにC1218-39の2株 を新たに樹立した。これらのB細
胞クローンから産生 されるモノクローナル抗体である418-59抗 体および1218-39抗 体は,IgM
(λ)及 びIgM(κ)型 であり共に腫瘍マーカーである組織ポリペプタイ ド抗原(TPA)を 構成
する成分 であるサイ トケ ラチ ン18を 認 識 していた。 さらに腫瘍移植 ヌー ドマ ウスでの
Tumor-imagingの 結果,こ の418-59抗 体は胃癌の画象診断や治療への臨床的価値を有すること
が示唆された。また本抗体を分離することによって胃癌患者における腫瘍に対する自己抗体の存
在を初めて証明した。
すなわち本論文内容構成は,第 一章において反劉動物の体液性免疫について検討 し,ル ーメン
細菌に対する抗体保育状況および加齢に伴 うルーメン細菌に対する抗体の存在を明らかにした。
第二章では本知見を基礎としてヒト胃所属Bリ ンパ球の免疫応答の可能性を検討することを試み
た。まず ヒト胃所属B細 胞の共培養法の開発を行いアミノブテ リン感受性B細 胞の選択に成功し
た。本B細 胞株はATCCに 登録すると共に性状を検索 しB細 胞共培養法によって トランスフォー
メーションの効率が向上することが認められた。第三章ではモノクローナル抗体産生細胞である





RI標識モノクP一 ナル抗体の集積性およびRI標 識モノクローナル抗体の体内分布を検索 し,本 標
識抗体の移植胃癌細胞株への集積が特異的であることが示され臨床的応用の可能性が示唆された。
されに第六章では本モノクローナル抗体認識抗原の同定を抗原の精製とSDS-PAGE,2次 元電







から癌細胞に体する抗体を産生するB細 胞クローンC418-58な らびにC1218-39の2株 を新た




提出者が博士(農 学)の 学位を授与される資格に充分な資格を有するものと認定 した。
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